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Abstract：We have reported that low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) accelerated periodontal wound

healing in experimental alveolar bone defects in dogs, however, the exact mechanism is unknown. Herein, we

attempted to determine how daily LIPUS stimulation might affect the cell form and bone matrix protein

expression in spheroids of human alveolar bone periosteal cells. Histological (toluidine blue) and immunohisto-

chemical analyses (osteopontin (OP) and osteocalcin (OC)) of spheroids were conducted after 1, 3, 7, and 14 days

of culture with daily LIPUS stimulation. Layered structures, distinguished by the directionality of the cells, were

observed in the spheroids from day 1, with the layered structures becoming indistinct over time in the order of the

irradiated side, non-irradiated side, and control. Immunohistochemical reactions indicating OP and OC production

were observed in the order of the core, middle layer, and outer layer of the spheroids. Furthermore, positive

reactions of OC and OP were seen over time in the order of the irradiation side, non-irradiation side, and controls.

In addition, funicular structures were observed in the core from the outer layer of the spheroids on the irradiated

side from day 1. These findings show that LIPUS irradiation promotes cell differentiation and changes the cell

direction within spheroids.
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要旨：我々は，イヌの実験的骨欠損部に低出力超音波パルス（LIPUS）を照射すると，歯周組織の治癒が促進さ

れることを報告した。しかし，その詳細なメカニズムは明らかでないため，今回は，ヒト歯槽骨骨膜由来細胞

（HABPCs）の細胞凝集塊(スフェロイド)を作製して LIPUS を照射し，スフェロイド内の細胞形態および骨基質

タンパク発現に与える LIPUS の影響を経時的に検索した。1日，3，7，および 14 日間，LIPUS を照射したスフェ

ロイドに対し，トルイジンブルーを用いた組織学的検索と，抗オステオポンチン（OP)，抗オステオカルシン（OC)

を用いた免疫組織化学的検索を行ったところ，1日目から細胞の走行などにより区別された層構造がスフェロイ

ドに認められたが，照射近位部，照射遠位部，コントロールの順で経時的に層構造は不明瞭になっていった。ま

た，全てのスフェロイドに深層から中層，表層の順でOPと OC免疫陽性反応が認められた。経時的には，照射

近位部，照射遠位部，コントロールの順に，OP，OC免疫陽性反応が認められ，照射近位部では 1日目よりスフェ

ロイドの表層から深層へ向けて索状構造が観察された。これらの結果から，LIPUS 照射の影響が大きい照射近位

部で早期にOP，OCの発現と索状構造が認められたため，LIPUS 照射により，スフェロイド内のHABPCs の細

胞分化の促進と細胞の方向性の変化が起こることが示唆された。
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緒 言

近年，超音波を用いた様々な研究が行われ，その結

果，臨床の場においても利用されている1-3)。超音波

療法は物理学的療法の一つであり，超音波を用いるこ

とにより温熱効果あるいは非温熱効果によりタンパク

合成やサイトカイン産生が促されていることが報告さ

れている4-7)。超音波療法の中でも低出力超音波パル

ス（LIPUS）は，微弱な超音波エネルギーを応用した

治療法である8,9)。LIPUS の出力は温熱効果を与える

出力範囲（1〜3W/cm2）や1,10)，日本超音波医学会に

より示された生体に何らかの影響を及ぼす超音波強度

の最低値（240 mW/cm2）よりも低いため，低侵襲で

非温熱効果を有するものと考えられる11,12)。LIPUS

の効果は，ウサギ腓骨骨折後の治癒および大腿骨骨欠

損の修復に対し，1983 年に Duarte により初めて報告

された13)。その後，LIPUS 照射は，ラットの大腿骨骨

折に対する治癒促進効果や，脛骨皮下骨折，撓骨遠位

端骨折に対して治癒期間の短縮に有効であることが報

告されている14-16)。さらに，LIPUS 照射はウサギの

下顎骨骨折モデルの研究でも治癒促進効果が報告され

ている17)。そのため，現在 LIPUS 照射は骨折治癒に

効率的な治療法として整形外科領域にて応用されてい

る10,18)。

一方，歯科領域では，インプラント治療において骨

形成促進効果を目的とした LIPUS 照射を行った臨床

応用研究が多数報告されている19-22)。このように

LIPUS は臨床の場において既に利用されているが，

LIPUS 照射を受けた細胞の動態については不明瞭な

点が多く，それゆえ，現在でも LIPUS を用いた基礎的

研究が多数報告されている。LIPUS を用いた in vitro

の研究では，LIPUS を照射することにより LIPUS の

刺激がインテグリンなどの細胞接着因子を介して，細

胞にシグナル伝達されていると考えられてい

る11,23,24)。その結果として，骨芽細胞に LIPUS 照射

を行うとシクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）を介して

プロスタグランジン E2（PGE2）産生が増加すること

が報告されており25-27)，その他にも Runx2，Ⅰ型コ

ラーゲン，オステオネクチン（ON）オステオポンチン

（OP），オステオカルシン（OC）の合成が上昇すると

報告されており28-34)，歯根膜細胞でもⅠ型コラーゲ

ン，アルカリフォスファターゼ（ALP）活性の上昇が

報告されている35)。また，伊海らは，ビーグル犬の下

顎骨骨欠損モデルに対し LIPUS 照射が接合上皮の根

尖側移動を抑制し，新生セメント質および新生骨の再

生が観察されたことを報告している36)。真野らは

LIPUS 照射がヒト歯槽骨骨膜由来細胞（HABPCs）に

対し，細胞増殖に影響を与えず ALP 活性を上昇させ

たことを報告している37)。以前の我々の研究におい

て，平面培養と比較して細胞の分化誘導に有用なス

フェロイドをHABPCs にて作製し LIPUS 照射を行っ

たところ，コントロールと比較して早期に骨基質タン

パクが発現されることを報告した38)。しかし，スフェ

ロイド内の細胞分化時期に差異は認められたが，

LIPUS の照射方向が規定されておらず，スフェロイド
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の一定部位に持続的に照射されていなかったため，骨

基質タンパク発現と LIPUS の照射強度の関係につい

ては明らかではなかった。

これらの点を考慮して，本研究ではスフェロイドの

位置を固定することで LIPUS 照射方向を規定し，ス

フェロイド内の細胞の形態変化と細胞分化への影響を

明らかにすることを目的として，トルイジンブルーに

よる組織学的検索と，骨芽細胞のマーカーとして広く

用いられており骨のリモデリングやメカニカルストレ

スの調整に関わる骨基質タンパクであるOPおよび成

熟した骨芽細胞に認められる非コラーゲン性タンパク

質であるOCの発現を免疫組織化学的に検索した。

材料と方法

1. 細胞培養

使用した歯槽骨骨膜由来細胞は，神奈川歯科大学倫

理委員会の承認（認証番号第 178 番）のもと，神奈川

歯科大学附属病院に来院したインフォームドコンセン

トの得られた患者より得た。骨膜組織は歯周外科処置

時に部分層弁にて歯肉剥離を行った歯槽骨表面に存在

する骨膜組織を 2.0×2.0 mm 程度採取した。採取し

た骨膜組織は，10% ウシ胎児血清（FCS），0.25 mM

L-ascorbic acid-2-phosphate（WAKO, 大阪）および

10 units/ml penicillin（Gibco, USA），10 mg/ml strep-

tomycin（Gibco, USA），3.5 mg/ml D（+）-glucose

（WAKO, 大阪）の最終濃度になるようそれぞれを添

加した a-Minimum Essential Medium（a-MEM：

Gibco, USA）にて洗浄後，メスを用いて細分化させ 24

well culture dish 上に播種し，前述の培地中で Cell

culture slip（Thermanox Plastic, Nalge Nunc

International, USA）にて組織片を押さえ 37℃，5%

CO2下においてインキュベータ内にて静置した。これ

らの組織片から遊走してきた細胞を HABPCs の初代

培養細胞とした。HABPCs はコンフルエントに達し

た後，0.25% Trypsin（Difco, USA）/ PBS（−）（Ca2+

andMg2+ free phosphate buffered saline, 日水製薬，東

京）で剥離し，細胞密度を 1.8×104 cells/cm2 に調整

した後，100 mm culture dish 中で前述の培地を用い，

37℃，5% CO2下においてインキュベータ内で継代培

養を行った。培地交換を 2日ごとに行い，継代培養を

繰り返した。本研究では，第 5 代の培養 HABPCs を

使用した。なお，本研究はヘルシンキ宣言を遵守して

行った。

2. スフェロイド作製

HABPCs を 1.8×104 cells/cm2 の細胞濃度にて 100

mm culture dish 中に播種し，2日ごとの培地交換を行

い 10 日間培養した。10 日後，HABPCs を 100 mm

culture dish から 0.25% Trypsin にてシート状のまま

剥離した。剥離したシートは 300 G で 3 分間遠心沈殿

し，球状にしたものを培地中にて 24 時間静置し，ス

フェロイドとした。

3. LIPUS照射

本実験の LIPUS 照射装置にはプローブ先端の直径

が 1.8 cm の円形の振動子にて構成されている BR ソ

ニック-Pro（伊藤超短波，東京）を用いた。24 well

culture dish にスフェロイドを矯正用Oリングにて位

置固定しながら静置し，内部には前述の培地を満たし

た。dish 底部に振動子を設置し（図 1），振動子と dish

底部には LIPUS の良導体であるジェルを塗布した。

照射条件は周波数を 1MHz，パルス周波数 100 Hz，出

力は 178 mW/cm2 とし，1日，3，7および 14 日間，毎

日 15 分間照射を行った。LIPUS を照射したスフェロ

イドの振動子に近い部位を照射近位部，振動子から遠

い部位を照射遠位部，照射していないものをコント

ロールとした（図 2）。

4. 組織学的検索

LIPUS 照射を行ったスフェロイドは，PBS（−）に

て 3回洗浄し，0.1Mリン酸緩衝液（pH 7.3）で 2.5%

に希釈したグルタールアルデヒド液（Wako, 大阪）中

で 90 分間固定した後にスフェロイドに割を入れ，さ

らに 2.5% グルタールアルデヒド液にて 30 分間固定

を行った。その後，0.1 Mリン酸緩衝液にて 3回洗浄

し，1%オスミウム酸液（Wako, 大阪）で 90 分間固定

し，漸次エタノール系列で脱水した。さらに試料は酸

化プロピレン（Wako, 大阪）を介してQuetol 651 樹脂
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図 1 Oリングにて位置固定したスフェロイド

スフェロイド形成後 1日目。



（Electron Microscopy Sciences, USA）に包埋した。包

埋した試料は MT-1 型ウルトラミクロトームにて，

ガラスナイフを用いて約 1 mmの厚切り切片を作製し

た。その試料に 0.05% トルイジンブルーによる染色

を施して，光学顕微鏡（BZ-8000，KEYENCE，大阪）

にて確認した。

5. 免疫組織化学的検索

LIPUS を照射したスフェロイドを PBS（−）にて 3

回洗浄し，4% パラホルムアルデヒド緩衝溶液

（WAKO, 大阪）で 4℃にて 12 時間固定を行った。そ

の後，液体窒素にて凍結させ，O.C. T. compound

（Tissue-Tek, SAKURA, 大阪）に包埋し，凍結ミクロ

トーム（クリオスタットHM500-OM, カールツァイス,

東京）にて厚さ約 25 mm の切片を作製した。切片を

PBS（−）にて洗浄後，10%正常ヤギ血清（NGS）で 30

分間 Blocking した。10%NGS にてマウスモノクロー

ナル抗OP抗体（Santa Cruz Biotechnology, USA），ラ

ビットポリクローナル抗 OC 抗体（Santa Cruz

Biotechnology, USA）を希釈し，4℃で一晩作用させた。

PBS（−）にて 2回洗浄後，OPに対する二次抗体およ

び標識物質として抗マウス Alexa 488（DAKO,

Denmark）と OC に対する二次抗体として抗ウサギ

IgG ビオチン標識（Life technology, USA）を 1時間作

用させた。その後，PBS（−）にて 2回洗浄し，OCに

対する標識物質として Cy-3（SIGMA , USA）を 1 時

間作用させた。また，1，3，7，14 日目のスフェロイド

の切片へ同様の二次抗体および標識物質を 1時間作用

させ，ネガティブコントロールとした。その後，PBS

（−）にて 2回洗浄し，グリセリンを用いて封入し，共

焦点レーザー顕微鏡（Nikon E800, Nikon, 東京）にて

観察を行った。

6. 統計分析

本研究では，共焦点レーザー顕微鏡にて観察したコ

ントロール，照射遠位部，照射近位部それぞれの免疫

染色像において，5箇所の 50 mm×100 mmの範囲を任

意に選択し（n＝4，計 20 箇所），画像解析ソフト

Image J（Ver.1.46：U.S. National Institutes of Health,

USA）を用いて免疫陽性反応範囲を計測した。得られ

た免疫陽性反応範囲は全範囲にて除し，その値を平均

化することにより各々の免疫陽性反応率とした。それ

らをDr.SPSS II（11.0.1, SPSS, 東京）を用いて一元配

置分散分析（analysis of variance：ANOVA）および

Sheffe 検定を行い，データは平均±標準偏差で示し，

P＜0.05 を有意水準とした。

結 果

1. トルイジンブルー染色を施した組織学的所見

1）コントロール

1 日目の組織像では細胞の形状や走行，分布密度に

より 3 層に区別されたが，その境界はやや不明瞭で

あった。細胞の形状は最表層では扁平形で，表層およ

び中層では紡錘形，深層では星状から卵円形を呈して

いた。細胞の分布密度は深層に向かって高くなってい

た（図 3a）。3日目では細胞の形状や走行，分布密度に

より 3層は明瞭に区別された。最表層の細胞は扁平形

で，表層の細胞は桿状形，中層の細胞はやや大型な桿

状形，深層の細胞は星状から卵円形を呈していた。細

胞の分布密度は深層に向かって高くなっていた（図

3b）。7 日目では細胞の形状や走行，分布密度により，

3層に明瞭に区別された。最表層の細胞は厚みを持っ

た扁平形を呈し，表層の細胞は紡錘形，中層の細胞は

一部が星状形で他の細胞は卵円形，深層ではやや大型

の星状形や卵円形を呈していた。細胞の分布密度は深

層に向かって高くなっていた（図 3c）。14 日目では細

胞の形状や走行，分布密度により 3層に区別されたが，

その境界は不明瞭であった。細胞の形状は最表層では

扁平形で，その他の細胞は球から卵円形を呈していた。

細胞の分布密度は差異がほとんど認められなかった

（図 3d）。また，表層から深層に向かって細胞の長軸

方向を向けた細胞の配列すなわち索状構造は認められ

なかった。さらに，スフェロイドの大きさに経時的変

化はほとんど認められなかった。

2）照射遠位部

1 日目では細胞の形状や走行，分布密度により 3層

に区別されたが，その境界はやや不明瞭であった。細
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図 2 LIPUS 照射時およびスフェロイドの模式図

スフェロイドは振動子に近い部位を照射近位部，振動子か

ら遠い部位を照射遠位部とした。スフェロイドの外側から

細胞の形状，走行などにより，表層(S），中層(M），深層(D)

に区別された。赤枠は照射遠位部を例として実際に観察し

た部位を示す。



胞の形状は最表層では扁平形で，表層では桿状形，中

層では星状形から卵円形，深層では卵円形を呈してい

た。細胞の分布密度は深層に向かって高くなっていた

（図 3e）。3日目では細胞の形状や走行，分布密度によ

り層構造が 3層に明瞭に区別された。細胞の形状は最

表層では厚みを持った扁平形で，表層では桿状形，中

層では星状形から卵円形，深層では卵円形を呈してい

た。細胞の分布密度は中層で高くなっていた（図 3f）。

7 日目では細胞の形状や走行，細胞の分布密度により

3 層に区別されたが，その境界は不明瞭であった。最

表層の細胞は扁平形で，表層，中層の細胞は卵円形，

深層の細胞は大型な卵円形を呈していた。細胞の分布

密度は順次深層で高くなった（図 3g）。14 日目では細

胞の走行，分布密度により 3層に区別されたが，その

境界は不明瞭であった。細胞の形状は最表層では扁平

形を呈し，その他の細胞は球形に近い卵円形を呈して

いた。細胞の分布密度は中層で高くなっていた（図

3h）。また，3 日目にのみ索状構造が表層から中層付

近にまで認められたが，深層では不明瞭であった（図

13e）。さらに，スフェロイドの大きさに経時的変化は

ほとんど認められなかった。

3）照射近位部

1 日目では細胞の形状や走行，分布密度により層構

造が最表層側より表層，中層，深層の 3層に明瞭に区

別された。最表層の細胞は厚みを持った扁平形で，表

層の細胞は紡錘形，中層および深層の細胞は桿状形を

呈していた。細胞の分布密度は深層に向かうにつれ高

くなっていた（図 3i）。3 日目では細胞の形状や走行，

分布密度により層構造が最表層側より表層，中層，深

層の 3層に明瞭に区別された。最表層の細胞は厚みを

持った扁平形で，表層の細胞は紡錘形，中層および深

層の細胞は桿状形を呈していた。細胞の分布密度は深
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図 3 トルイジンブルー染色像

コントロール（a）1日目，（b）3日目，（c）7日目，（d）14 日目を示す。

照射遠位部（e）1日目，（f）3 日目，（g）7日目，（h）14 日目を示す。

照射近位部（i）1 日目，（j）3 日目，（k）7日目，（l）14 日目を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）



層に向かうにつれ高くなっていた（図 3j）。7 日目で

は細胞の走行や分布密度により 3 層に区別されたが，

その境界は不明瞭であった。最表層の細胞では扁平形

を呈していたが，その他の細胞は球状から卵円形を呈

していたため，細胞の形状にほとんど差異は認められ

なかった。細胞の分布密度は中層でやや高くなってい

た（図 3k）。14 日目ではスフェロイド全層にわたって

細胞の形状や走行，分布密度に差異は認められなかっ

た。細胞の形状は最表層の細胞のみ扁平形を呈し，そ

の他は球形を呈していた（図 3l）。また，索状構造は 1

日目で表層付近の一部分に認められた（図 13a）。3日

目では表層から中層付近にまで明瞭な索状構造が多数

認められたが，深層では不明瞭であった（図 13c）。7，

14 日目での組織像では索状構造は認められなかった。

さらに，スフェロイドの大きさに経時的変化はほとん

ど認められなかった。

2. OP免疫組織化学的所見

1）コントロール

1 日目では OP 免疫反応は，スフェロイド全域の細

胞で陰性を示し（図 4a），3日目では深層にのみOP免

疫陽性反応が一部の細胞に認められた（図 4b,c）。7日

目ではOP免疫陽性反応が表層，中層で一部の細胞に

認められ，深層では全ての細胞に認められた（図 4d,e）。

14 日目では OP 免疫陽性反応が 3 層で全ての細胞に

顕著に認められた（図 4f,g）。また，7 日目では中層，

深層で照射近位部と比較し有意に高いOPの発現が認

められた。14 日目では深層で照射遠位部と比較し有

意に高いOPの発現が認められ，全層で照射近位部に

対し有意に高いOPの発現が認められた。（表 1）。

2）照射遠位部

1 日目ではコントロールと同様に OP 免疫反応は全

層にわたって陰性を示した（図 5a）。3 日目では OP

免疫陽性反応は表層の一部の細胞に認められ，中層で

全ての細胞に認められた。深層では全ての細胞に顕著

に認められた（図 5b,c）。7日目ではOP免疫陽性反応

が表層，中層で全ての細胞に認められ，深層では全て

の細胞に顕著に認められた（図 5d,e,f）。14 日目では

OP 免疫陽性反応が表層，中層で全ての細胞に顕著に

認められ，深層では散在的に認められた（図 5g,h,i）。

また，3 日目では深層でコントロール，照射近位部と

比較し有意に高い OP の発現が認められた。7 日目で

は表層でコントロールと比較し有意に高いOPの発現

が認められ，全層で照射近位部と比較し有意に高い

OPの発現が認められた。14 日目では表層，中層でコ
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図 4 コントロールのOP免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3日目の深層，（d）7日目の表層と中層，（e）7日目の深層，

（f）14 日目の表層と中層，（g）14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

表 1 OP免疫陽性反応率



ントロールと比較し有意に高いOPの発現が認められ

た（表 1）。

3）照射近位部

1 日目では OP 免疫陽性反応が表層，中層では一部

の細胞に認められ，深層では全ての細胞に認められた

（図 6a）。3 日目ではOP免疫陽性反応が，表層，中層

では全ての細胞に顕著に認められ，深層では散在的に

認められた（図 6b,c）。7日目ではOP免疫陽性反応は

表層の一部の細胞に認められ，中層，深層ではほとん

ど認められなかった（図 6d,e,f）。14 日目では免疫染色

像ではOP免疫陽性反応が表層相当部では散在的に認

められたが，中層相当部，深層相当部ではほとんど認

められなかった（図 6g,h,i）。また，1日目では表層，深

層でコントロール，照射遠位部と比較し有意に高い

OPの発現が認められ、3日目では同様に表層，中層で

有意に高いOPの発現が認められた（表 1）。

3. OC免疫組織化学的所見

1）コントロール

1 日目では OC免疫反応は，スフェロイド全域の細

胞で陰性を示した（図 7a）。3 日目では表層，中層で

OC 免疫反応はいずれも陰性を示したが，深層では

OC免疫陽性反応が一部の細胞にわずかに認められた

（図 7b,c）。7 日目では OC 免疫陽性反応が表層，中層

で認められず，深層で全ての細胞に認められた（図 7d,

e）。14 日目では OC 免疫陽性反応も OP 免疫陽性反

応と同様に 3層において全域の細胞に顕著に認められ

た（図 7f,g）。また，14 日目の深層では照射遠位部，照

射近位部と比較し有意に高いOCの発現が認められた

（表 2）。

2）照射遠位部
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図 5 照射遠位部のOP免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

図 6 照射近位部のOP免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

図 7 コントロールのOC免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3日目の深層，（d）7日目の表層と中層，（e）7日目の深層，

（f）14 日目の表層と中層，（g）14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）



1 日目では OC免疫反応は全層にわたって陰性を示

した（図 8a）。3日目ではOC免疫反応は，表層，中層

で陰性を示したが，深層では全ての細胞に陽性反応が

顕著に認められた（図 8b,c）。7日目でOC免疫陽性反

応が表層，中層で全ての細胞に認められ，深層では全

ての細胞に顕著に認められた（図 8d,e,f）。14 日目では

OC免疫陽性反応が表層，中層では全ての細胞に顕著

に認められ，深層にて散在的に認められた（図 8g,h,i）。

また，3 日目では深層でコントロール，照射近位部と

比較し有意に高い OCの発現が認められた。7 日目で

は全層でコントロールと比較し有意に高いOCの発現

が認められ，表層，深層では照射近位部と比較し有意

に高いOCの発現が認められた（表 2）。

3）照射近位部

1 日目では OC免疫反応は表層，中層では陰性を示

したが，深層では一部の細胞に陽性反応が認められた

（図 9a）。3 日目では OC 免疫陽性反応は，OP 免疫陽

性反応と同様に，表層，中層では全ての細胞に顕著に

認められ，深層では散在的に認められた（図 9b,c）。7

日目ではOC免疫陽性反応は表層の一部の細胞に認め

られたほか，中層では散在的に，深層ではほとんど認
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図 8 照射遠位部のOC免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

図 9 照射近位部のOC免疫組織化学染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

表 2 OC免疫陽性反応率



められなかった（図 9d,e,f）。14 日目ではOC免疫陽性

反応が表層相当部では散在的に認められたが，中層相

当部，深層相当部ではほとんど認められなかった（図

9g,h,i）。また，3日目の表層，中層でコントロール，照

射遠位部と比較し有意に高いOCの発現が認められた

（表 2）。

4. OPおよび OC免疫二重染色を施した免疫組織化学

的所見

1）コントロール

1 日目，3 日目では OP および OC 免疫共陽性反応

は認められなかった（図 10a,b,c）。7日目では表層，中

層でOPおよびOC免疫共陽性反応が認められず，OP

免疫陽性反応が一部の細胞に限局して認められた（図

10d）。深層では，OP および OC 免疫共陽性反応は認

められたが，OC 免疫陽性反応と比較して OP 免疫陽

性反応がより顕著に認められた（図 10e）。14 日目で

はOPおよびOC免疫共陽性反応が 3層で全ての細胞

に顕著に認められたが，OC免疫陽性反応と比較して

OP 免疫陽性反応がより強く認められた（図 10f,g）。

また，索状構造は認められなかった。

2）照射遠位部

1 日目では OP および OC 免疫共陽性反応は認めら

れなかった（図 11a）。3 日目では表層，中層でOPお

よび OC 免疫共陽性反応は認められず，OP 免疫陽性

反応が限局して認められた（図 11b）。深層では，OP

および OC 免疫共陽性反応が認められたが，OC 免疫

陽性反応と比較してOP免疫陽性反応が顕著に認めら

れた（図 11c）。7 日目では表層，中層で OP および

OC免疫共陽性反応が全ての細胞に認められたが，OC

免疫陽性反応と比較してOP免疫陽性反応がより顕著

に認められた（図 11d,e）。深層ではOPおよび OC免

疫共陽性反応が全ての細胞に顕著に認められたが，

OP 免疫陽性反応と比較して OC 免疫陽性反応がより

顕著に認められた（図 11f）。14 日目では OP および

OC免疫共陽性反応が表層，中層に顕著に認められた

（図 11g,h）。深層では OP および OC 免疫共陽性反応

が散在的に認められたが，OP 免疫陽性反応と比較し

てOC免疫陽性反応がより顕著に認められた（図 11i）。

また，索状構造は 3，7日目に認められた。3日目の表

層から中層付近に出現した索状構造は組織像と同様に

深層で不明瞭となり，OP および OC 免疫共陽性反応

は索状構造を示す部分に認められたが，OC免疫陽性

反応と比較してOP免疫陽性反応が顕著に認められた

（図 13f）。7 日目の索状構造は組織像では認められな

かったが，OP および OC の免疫染色像では深層付近

にまで達していた。索状構造を示す細胞ではOPおよ

び OC 免疫共陽性反応が認められたが，OC 免疫陽性

反応と比較してOP免疫陽性反応がより顕著に認めら

れた（図 13h）。

3）照射近位部

1 日目では表層，中層の細胞では OP および OC 免

疫共陽性反応は認められず，OP 免疫陽性反応が限局

して認められた。深層では，OP および OC 免疫共陽
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図 10 コントロールのOPおよびOC免疫二重染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3日目の深層，（d）7日目の表層と中層，（e）7日目の深層，

（f）14 日目の表層と中層，（g）14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

図 11 照射遠位部のOPおよびOC免疫二重染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）



性反応が認められたが，OC免疫陽性反応と比較して

OP 免疫陽性反応がより顕著に認められた（図 12a）。

3 日目では表層，中層では OP および OC 免疫共陽性

が顕著に認められ，深層では散在的に OP および OC

免疫共陽性が認められた（図 12b,c）。7 日目では，表

層の一部の細胞にOPおよびOC免疫共陽性反応が認

められた。中層では，OP および OC 免疫共陽性反応

が散在的に認められたが，OP 免疫陽性反応と比較し

てOC免疫陽性反応がより顕著に認められた（図 12d,

e）。深層では，OP および OC 免疫共陽性反応がほと

んど認められなかった（図 12f）。照射近位部 14 日目

ではOPおよびOC免疫共陽性反応が表層相当部にて

散在的に認められたが，OP 免疫陽性反応と比較して

OC 免疫陽性反応がより顕著に認められた（図 12g）。

中層相当部，深層相当部ではOPおよびOCの免疫共

陽性反応はほとんど認められなかった（図 12h,i）。ま

た，1，3，7日目では索状構造が認められた。1日目で

は組織像と同様に索状構造が表層付近で明瞭に認めら

れたが，中層，深層では索状構造は不明瞭であった。

1 日目の索状構造を示す細胞は OP および OC 免疫共

陽性反応が認められたが，OC免疫陽性反応と比較し

て OP 免疫陽性反応がより顕著に認められた（図

13b）。3 日目では組織像と同様に多数の明瞭な索状構

造が表層から中層付近にまで認められたが，深層では

不明瞭であった。3日目の索状構造を示す細胞と索状

構造付近の細胞はOPおよびOC免疫共陽性反応が顕

著に認められた（図 13d）。7日目の索状構造は組織像

では認められなかったが，OP および OC の免疫染色

像では索状構造は深層付近まで認められた。7日目の

索状構造を構成する細胞とその周囲の細胞にはOPお

よび OC 免疫共陽性反応が認められたが，OP 免疫陽

性反応と比較しOC免疫陽性反応がより顕著に認めら

れた（図 13g）。

考 察

近年，LIPUSを用いた歯周治療への応用を目的とし

た研究が行われてきており 36,37)，さらに，スフェロイ
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図 12 照射近位部のOPおよびOC免疫二重染色像

（a）1日目の表層から深層，（b）3日目の表層と中層，（c）

3 日目の深層，（d）7 日目の表層，（e）7 日目の中層，（f）

7 日目の深層，（g）14 日目の表層，（h）14 日目の中層，（i）

14 日目の深層を示す。

（S：表層 M：中層 D：深層）

図 13 索状構造の組織像および免疫組織化学染色像

（a）照射近位部 1日目のトルイジンブルー染色像，（b）照

射近位部 1 日目の OP および OC の免疫二重染色像，（c）

照射近位部 3日目のトルイジンブルー染色像，（d）照射近

位部 3日目のOPおよびOCの免疫二重染色像，（e）照射

遠位部 3日目のトルイジンブルー染色像，（f）照射遠位部

3 日目の OP および OC の免疫二重染色像，（g）照射近位

部 7日目のOPおよびOCの免疫二重染色像，（h）照射遠

位部 7日目のOPおよびOCの免疫二重染色像を示す。



ドの形態学的研究も行われている。スフェロイドは組

織工学的手法として再生に必要な三要素である足場，

細胞，増殖因子40)を持ち合わせた理想的な材料とし

て，肝臓の再生や関節軟骨再生に用いられてい

る41-43)。また，骨膜は骨芽細胞に分化し骨組織を形成

する骨原生細胞を持つことが報告され44)，骨膜の採取

は自家骨や歯根膜に比較して，患者の負担および外科

的侵襲が少ないと考えられている。これらのことか

ら，小野らは HABPCs を用いて，スフェロイド形態

と平面培養を比較し，スフェロイド形態がALP，OC，

活性型ビタミン D 受容体が多く発現したことから，

細胞の分化誘導において有用であることを報告してい

る45)。また田胡らは，HABPCs を用いたスフェロイ

ドの研究を行い，経時的な細胞小器官の変化と OP，

OCの発現の関連性について報告している46)。以上の

様な研究を元に本研究ではスフェロイドに対して

LIPUS 照射を行い HABPCs の経時的な細胞の形態変

化と細胞分化を明らかにすることを目的として研究を

行った。

トルイジンブルー染色像を観察すると，スフェロイ

ド作製後 1日目ではコントロール，照射遠位部，照射

近位部で，様々な細胞の形状を呈しており，いずれで

も，細胞の形態的差異は認められなかったが，経時的

に観察すると表層，中層，深層の全層にわたり細胞の

形状が扁平形や紡錘形，桿状形などから卵円形を経て

球形を呈する変化が認められた。細胞の形状の変化は

コントロールでは 7 日目から 14 日目，照射遠位部で

は 3日目から 7日目，照射近位部では 1日目から 3日

目の間に認められ，その際には表層から深層に向かう

に伴い細胞の形状が大型化することが認められた。細

胞の形状，大きさによって細胞の活性あるいは分化に

差異が生じることは既に知られており，これは，本研

究の細胞でも細胞の活性や細胞分化が生じたものと考

えられる。

リングを固定装置として利用したスフェロイドを検

索した本所見は，無処置のスフェロイドを検索した田

胡ら46)の所見と差異は認められなかった。従って，今

回用いたリングは細胞の形状に影響を与えないものと

考えられる。一方，スフェロイド中の細胞の形状や走

行，分布密度により 3層構造が認められた。層構造は

ヒト間葉系幹細胞を用いた細胞塊において，細胞塊を

構成する細胞の分化が進むにつれ数層の層構造が形成

され，最終的には表層および内部に分別されるという

報告47)があることからも，層構造が認められたスフェ

ロイドでは細胞分化が生じたと考えられる。また，細

胞の形状や走行，分布密度による 3層構造の出現は照

射近位部の方が時期的に早かったが，コントロールで

も 3層構造を区別できたことから，LIPUS 照射が細胞

分化を惹起する事には関係しないものと考えられる。

すなわち，細胞分化の惹起はスフェロイドの形状によ

るものであると考えられ，細胞群を立体的にすること

により，細胞分化が惹起される可能性が示唆された。

しかし，3層構造の出現が照射近位部で早かったこと

は少なくとも LIPUS 照射は細胞の分化を促進する効

果があるものと考えられる。

コントロール，照射遠位部，照射近位部で比較する

と顕著な OP 免疫陽性反応は，1 日目の全層で照射近

位部に，3日目の表層，中層で照射近位部に，深層では

照射遠位部に認められた。7日目の表層では照射遠位

部に，中層，深層ではコントロール，照射遠位部に認

められた。14 日目の表層，中層ではコントロール，照

射遠位部に，深層ではコントロールに認められた。

顕著な OC 免疫陽性反応は，OP 免疫陽性反応と同

様にコントロール，照射遠位部，照射近位部で比較す

ると，1日目の全層で照射近位部に，3日目の表層，中

層で照射近位部に，深層では照射遠位部に認められた。

7日目の全層では照射遠位部に，14 日目の表層，中層

ではコントロール，照射遠位部に，深層ではコントロー

ルに認められた。

OC 免疫陽性反応の結果は OP 免疫陽性反応の結果

と比較すると，OP の発現と OC の発現時期に差異が

認められ，OP の発現がより早期であった。OP およ

びOC免疫二重染色を施した試料を観察すると，まず，

OP免疫陽性反応のみが認められ，続いて，OPおよび

OC の両者が陽性を示す時期がある。さらに OP 免疫

陽性反応が減弱し，OC免疫陽性反応のみが認められ

た。この結果は骨形成の過程において，まず骨基質タ

ンパク中のOPが形成され，その後，細胞が成熟する

ことでOCの形成が行われるという生化学的な所見と

一致する48-50)。また，OP および OCの発現が，照射

近位部に最初に認められ，順に照射遠位部，コントロー

ルで認められることから，LIPUS 照射によりスフェロ

イド内の細胞分化の促進が生じたものと考えられる。

表層から深層に向けて細胞の長軸を向けた細胞の配

列である索状構造は，コントロールでは出現せず，

LIPUS 照射スフェロイドにのみ認められた。このこ

とは LIPUS 照射が索状構造形成に何らかの影響を与

えている可能性がある。1日目の表層で照射近位部で

は索状構造が出現し，OP および OC 免疫陽性反応が

認められた。これは，照射遠位部と比較して索状構造

の出現時期がより早期であった。特に LIPUS 照射 3

日目の照射近位部では，索状構造の出現とOPおよび

OC 免疫陽性反応が顕著に認められた。3 日目の照射

近位部において索状構造を示す細胞と層構造を示す細
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胞を比較すると，索状構造を示す細胞やその周囲の細

胞は，OP 及び OC 免疫陽性反応がより早期に認めら

れた。すなわち，LIPUS 照射の影響が強い照射近位部

において照射遠位部より索状構造が多数出現し，それ

らを構成する細胞が早期に細胞分化を生じたと考えら

れる。また，経時的に観察すると，索状構造が 1日目

では最表層から最表層直下の範囲の中で出現していた

のに対し，日数の経過とともに出現範囲が深層付近ま

で達していることが認められた。これは，索状構造が

経時的に範囲を広げていることが考えられる。その

後，索状構造は 14 日目で認められなくなった。索状

構造の消失は，スフェロイド全域にて細胞分化が始ま

り，索状構造を示す細胞との差異がなくなってきたた

めに不明瞭になったと考えられる。このことは，索状

構造が LIPUS 照射において特異的に形成され，

LIPUS 照射による影響の強さによって，出現数や出現

する範囲が変化するものと考えられるが，その詳細は

不明である。しかし，LIPUS 照射により生じる可能性

がある磁界の影響や細胞接着力の変化により細胞が配

向，配置するという報告もあるため51,52)，より詳細な

検索を行うことで，LIPUS 照射の影響を示す指標の一

つになると考えられる。

これまでの結果より，スフェロイドの経時的変化は，

細胞が細胞分化を始めたことで細胞形状が変化し，そ

の後，OP の発現を経て OC の発現が生じることが示

された。これらの変化は LIPUS 照射の影響を最も多

く受けている照射近位部から最初に認められ，照射遠

位部，コントロールの順であったため，細胞分化は

LIPUS 照射によって促進されると考える。また，細胞

の形状の変化や OP および OC の発現が，全てのス

フェロイドで深層から表層に向かって生じたことは，

三次元構造を有する細胞塊では中心部から分化が生じ

るという報告47)や，低酸素環境下にて骨芽細胞が分化

促進するという報告53)と一致することから，本研究の

スフェロイドの環境も同様であったと考えられる。す

なわち，HABPCs を用いて作製したスフェロイドで

は，LIPUS 照射は細胞分化が生じる部位に影響しない

が分化は促進するものと考えられる。また，三次元構

造において同条件の LIPUS を照射すると照射近位部

がより早期に細胞分化が生じたことから，細胞分化が

LIPUS による刺激の強さによって影響されることが

考えられる。以上のことから，同条件で LIPUS を照

射した場合，スフェロイド内の細胞に分化を効率よく

起こすための条件，つまり，LIPUS を照射したスフェ

ロイド内で深層より細胞分化が生じ，表層に達してい

るため LIPUS とスフェロイド間の距離の検索が必要

である。

本研究で示したように，スフェロイドと LIPUS 照

射の併用は細胞分化の促進に有効であることが示唆さ

れた。しかしながら，経時的に起こる可能性があるス

フェロイド内の細胞壊死の制御，細胞分化を効率よく

生じさせる距離やスフェロイド内に出現した索状構造

についてはさらに研究を進めていく必要がある。今

後，細胞の分化と細胞分化による細胞の形態変化，OP

およびOCの発現の関係について電子顕微鏡的な検索

が必要となる。
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